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Imunocitoquímica:  
o que há de novo 
1. Introdução 
•  A imunocitoquímica (ICQ) é uma técnica de uso generalizado em 
citopatologia1, podendo ser utilizada em amostras de citologia 
aspirativa e esfoliativa2 
 
•  As amostras citológicas, muitas vezes são as únicas disponíveis e a 
ICQ pode ser utilizada para confirmar o diagnóstico e sugerir o 
prognóstico3 
 
• Existe correlação entre a imunomarcação em amostras de citologia 
e amostras histológicas para marcadores não nucleares4, 5 
2. Colheita e processamento de amostras citológicas 
• Citologia aspirativa 
• Esfregaço 
• Citocentrifugação (Cytospin™) 
• Citologia em meio líquido (ThinPrep™) 
• Citobloco 
Imagem adaptada de http://www.indiamart.com/serum-analysiscentre-privatelimited/cytology-histopathology.html 
• Fixação  
• Processamento 
• Imunomarcação 
CA / Esfregaço/ 
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3. Limitações da ICQ em amostra citológica 
•  Escassez de material4 
 
•  Presença de fundo que pode interferir com a interpretação6, mais 
evidente em aglomerados tridimensionais de células7 
 
•  Padrões de marcação membranar podem ser de difícil 
interpretação e/ou classificação7 
3. Limitações da ICQ em amostra citológica 
amostra citológica 
amostra histológica 
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3. Limitações da ICQ em amostra citológica 
 
• Falta de padronização das diferentes metodologias de fixação, 
conservação e processamento3, 8 
 
• Controlo de qualidade interno e externo 
 
• Utilização de controlos positivo e negativo no mesmo tipo de 
material a analisar 4, 6 
4. Fixação 
• A escolha do fixador é da maior importância para o resultado da ICQ2 
• Preservação morfológica e antigénica9 
• Diversidade de fixadores utilizados (não aditivos: etanol, metanol, 
acetona; aditivos: formaldeído) 2 
 
Principais escolhas 
• Citocentrifugação – fixador pré/pós-processamento ou secagem ao 
ar  
• Citologia Aspirativa e esfregaço – fixador ou secagem ao ar 
• Meio líquido - fixador pré-processamento 
Pontos fortes de alguns fixadores 
• Secagem ao ar melhora a aderência das células à lâminas e 
minimiza a perda celular durante a técnica ICQ10 
• Acetona apresenta excelente preservação da imunorreatividade9 
• Formaldeído apresenta excelentes resultados em marcadores 
nucleares e membranares2 
Recuperação antigénica (RA) 
• Usada sempre que se recorre a fixadores aditivos2 
• Permite resultados satisfatórios em amostras fixadas com 
fixadores não aditivos6 
• Pode ser menos agressiva quando as amostras não são fixadas em 
formaldeído3 
5. Preservação das amostras citológicas em lâmina 
• Polietilenoglicol (PEG) vs congelação 
12 
CD10, 400x - Congelado CD10, 400x - PEG 
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CD45, 400x - Congelado CD45, 400x - PEG 
14 
CAM 5.2, 100x - Congelado CAM 5.2 - 100x - PEG 
6. Métodos de pós-fixação 
3 
6. Métodos de pós-fixação 
Imunocitoquímica em ThinPrep®: 
Comparação de Diferentes 
Métodos de Pós-fixação 
 Catarina Barata
1, Marli Anágua1, Amadeu Ferro1 e Rúben Roque1, 2 
1 - Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa 
2 - Instituto Português de Oncologia  de Lisboa 
 
 
6. Métodos de pós-fixação 
Seleção dos Casos: 26 Secreções Brônquicas  
• Negativas para lesões neoplásicas 
• Armazenadas em PreservCyt® 
• Colhidas, no máximo, 3 semanas antes do início do 
processamento 
 
 
6. Métodos de pós-fixação 
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Métodos de Pós-Fixação 
Etanol 95% 10min 
Acetona 10min 
Formaldeído 0,039% 120min + Etanol 95% 10min 
6. Métodos de pós-fixação 
Figura 1 –A: CK (clones AE1/AE3) (400x). B: CK 8/18 (100x). C: Vimentina (400x). 
A B C 
• Melhores Resultados  
– Formaldeído a 0,039% 120min seguido de Etanol a 95% 10min 
 
6. Métodos de pós-fixação 
A B C 
Figura 2  – A: CK (clones AE1/AE3) (400x). B: CK 8/18 (100x). C: Vimentina (100x). 
• Piores Resultados 
– Etanol a 95% 10min 
 
6. Métodos de pós-fixação 
Protocolo Manual11 
•  Elevado número de passos aumenta a possibilidade de erro 
•  Método longo, exigente a nível de recursos humanos  
•  Qualidade de imunomarcação com menor probabilidade de ser 
constante 
 
Automatização11 
•  Padronização de procedimentos 
•  Menor vulnerabilidade ao fator humano 
•  Menor tempo de resposta  
•  Qualidade de imunomarcação com maior probabilidade de ser 
constante 
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7. Padronização: manual ou automatizado 7. Padronização: manual ou automatizado 
1 • Preparação da amostra 
2 • Pós-fixação 
3 • Recuperação antigénica 
4 • Inibição da Peroxidase endógena 
5 • Colocação em soro primário 
6 • Colocação do soro secundário (polímero) 
7 • Colocação do polímero - HRP 
8 • Revelação com solução de DAB 
9 • Contrastar com hematoxilina de Mayer/Gill 
10 • Desidratar, clarificar e montar 
17-11-2013 
5 
7. Padronização: manual ou automatizado 
CD45, 100x - Manual CD45, 100x - Auto 
CD45, 400x - Manual CD45, 400x - Auto 
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CD30;  DAB; 400x CD30;  Fast Red; 400x 
Reação cromogénica granular e difusa Reacção cromogénica precisa 
8. Cromogénios 
Procedimento Interno (diário) 
• Observação de todos os controlos e casos ao microscópio 
• Marcação específica, marcação inespecífica e fundo 
• Correlação com o perfil ICQ obtido em CB ou em Histologia 
para o mesmo caso 
• Maior dificuldade na interpretação dos resultados -> tipo 
de material; experiência dos observadores; trabalho de 
equipa 
 
Procedimento Externo (regular) 
• UKNEQAS 
9. Controlo de qualidade 
Controlo positivo e negativo é imprescindível na 
avaliação e validação da ICQ 
Dificuldades Soluções 
Escassez de material 
Criar arquivo de 
lâminas 
N.º limitado de lâminas 
em arquivo  
Validação diária de 
casos de rotina  para 
controlo + 
Tipo de material (hemático 
e necrótico) Não validar 
Controlo de qualidade – Procedimento interno 
30 
Controlo de qualidade 
Externo 
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Controlo de qualidade – Externo 
Informação detalhada 
Controlo de qualidade – Externo 
Informação detalhada 
36 
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RE; 400x; S/RA RE; 400x; C/RA 
10. Problemas - troubleshooting 
Alterações de morfologia/Fundo 
Calcitonina; 100x Calcitonina; 400x 
Fundo/Intensidade 
10. Problemas - troubleshooting 
Fundo/Intensidade 
Tiroglobulina; 100x; Benchmark Ultra Tiroglobulina; 100x; Manual 
10. Problemas - troubleshooting 
Marcação heterogénea 
RE; 50x; Benchmark Ultra 
10. Problemas - troubleshooting 
Marcação inespecífica 
Calretinina; 400x 
10. Problemas - troubleshooting 
Perda de marcação específica/antigenicidade 
CK20; 400x; original CK20; 400x; 6 meses congelado  
10. Problemas - troubleshooting 
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CK7; 100x CK7; 400x 
TTF1; 100x 
TTF1; 400x 
RPg; 100x RPg; 400x 
RE; 100x RE; 400x 
Resumo 
• Fixação 
• Conservação 
• Pós-Fixação 
• Automatização 
• Controlo de qualidade 
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